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Abstract 

The influence of compression on intervertebral disc cells has been examined in a number of previous 

studies. However, in most of these studies hydrostatic pressure was used at low levels, and few studies 

reported the effects of high pressures within a large range of frequencies on intervertebral disc cells 

response. The aim of the study was to test the hypothesis that frequency dependent hydrostatic 

pressure stimulates collagen synthesis in the intervertebral disc cells to a certain level. Hydrostatic 

pressure was applied to the intervertebral disc cells in a monolayer culture using a custom-made 

piston chamber pressure vessel. Briefly, cells were harvested from the intervertebral discs in the 

lumbar region of a pig, plated, and grown to confluence in culture flasks; they were then trypsinized 

and re-attached to 35mm culture dishes. With cyclic, hydrostatic loading, the cells were exposed to 

varied pressures and frequencies for 20 minutes a day for 3 and 7 days (the controls received no 

loading). The intracellular collagen was labeled with 3[H]-proline after loading on days 2 and 6. 

Following treatments on days 3 and 7, both the media and cells were frozen separately. Scintillation 

counting determined the amount of collagen incorporated in the cells and released into the media; 

these values were normalized by DNA. In this culture system, the results indicated significant 

differences (P<0.05) in cell response at different loading conditions. Compared to the control group 

there was a significant decrease in released collagen at high loading amplitude and low frequency 

(5MPa, 1Hz) which increased significantly at high loading frequencies (5MPa, 15Hz) indicating 

anabolic response at high pressures which became catabolic at high frequencies. 
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 چکيده

در شرايط مختلف بارگذاري ديناميکي مورد بررسي ) IVD(اي  هاي ديسک بين مهرهأثير فشار بر سلول تلفتخممطالعات در 
 استفاده شده و مطالعات کمي پائين در مقادير هيدرواستاتيك در بسياري از اين مطالعات فشار ،اين با وجود. قرار گرفته است

در اين پژوهش و در ادامه اين مطالعات، به . انددهركگزارش  IVDاي ههاي مختلف بر سلول با فرکانسرا تأثير اعمال فشار بالا 
 اعمالي و فرکانس آن، هيدرواستاتيكها به فشار  منظور بررسي فرضيه وابستگي تحريک سنتز کلاژن در اين گروه از سلول

به صورت  IVDهاي لولي، سهيدرواستاتيكبرای اعمال فشار . ريزي شد اي طرح هايي بر مبناي سيستم کشت تک لايهآزمايش
ناحيه ستون  IVDها از  سلول. اي در يک مخزن تحت فشار طراحي شده تحت بارگذاري ديناميکي قرار گرفتند کشت تک لايه

 و  کشتmm۳۵های کمر خوک تهيه شده و در فلاسک کشت سلولي رشد داده و پس از جدايش با تريپسين، در ظروف مهره
، با فشار و اي چرخه هيدرواستاتيكتحت بارگذاري )  دقيقه۲۰هر روز ( روز ۷ و ۳ها به مدت  سلول. بارگذاري شدند

 در روز دوم و proline-[H]3، کلاژن درون سلولي با )شودبه نمونه کنترل نيرويي اعمال نمي(هاي مختلف قرار گرفتند  فرکانس
. طور جداگانه منجمد شدندها به و سلول، محيط کشتپس از بارگذاري در روز سوم و هفتم. گذاري شدششم بارگذاري، نشان

. نرماليزه شدند DNAوسيله د؛ اين مقادير بهركها و کلاژن آزاد شده در محيط را تعيين ای مقدار کلاژن سلولگر جرقهشمارش
ر مقايسه د. مشاهده شد) p>۰۵/۰(اي در نتايج واکنش سلولي در شرايط مختلف بارگذاري در اين سيستم، اختلاف قابل ملاحظه

 و MPa۵(، کاهش و در فرکانس بالا )Hz۱ و MPa۵ (پائينهاي کنترل، مقدار کلاژن آزاد شده در نيروي بالا و فرکانس با نمونه
Hz۱۵(افزايش يافت که نشان دهنده واکنش آنابوليکي در فشار بالا و پاسخ کاتابوليکي در فرکانس بالاست ،. 

 
   .اي، سلول ديسک، کمر درداميک، ديسک بين مهره، دينهيدرواستاتيكفشار  : واژگاندکلي
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۲۸۶

  مقدمه-۱
ترين دلايل ، از اصلي(IVD) ۱ايمشکلات ديسک بين مهره

 را در د درمرك٪ افراد ۷۰طبق آمار حدود . کمردرد است
، به علاوه کمردرد يکي از ]۱[کنند طول عمر خود تجربه مي
د به با وجود اهميت کمردر. ]۲[ دلايل اصلي بيکاريست

عنوان يک موضوع اساسي در بهداشت عمومي، اطلاعات 
 مداني يم. ]۳[کلي پيرامون علت اين بيماري اندک است 

تحت نيروهاي هاي روزانه ضمن فعاليتاي ديسک بين مهره
نشان داده شده . ]۴[گيرد  قرار ميهيدرواستاتيكنوساني 

است که نيروي ديناميک با فرکانس بحراني نزديک به 
، اثر )Hz ۸-۴(ون فقرات در انسان فرکانس تشديد ست

اينکه وابستگي اين . مخربي بر خواص بافت ديسک دارد
 تنها به عوامل مکانيکي و بزرگي نيروي اعمالي بوده ۲تخريب

يا اينکه علاوه بر آن عوامل بيولوژيکي مؤثر بر متابوليزم 
. ]۶ ،۵[سلولي نيز شرکت دارند، هنوز مشخص نشده است 

راد مسن و سالخورده مثل خشکي بخشي از مشکلات اف
ستون فقرات و درد در ناحيه کمر و گردن و نيز عدم توانايي 

اي با افزايش  آنها، ناشي از آسيب و اختلال ديسک بين مهره
هاي زنده،  کاهش ميزان تغذيه، از بين رفتن سلول. سن است

ها و تغييرات کيفيت پروتئين بافت، انباشتگي  پيري سلول
صل از تخريب ماتريس و شکست خستگي هاي حا مولکول

ماتريس برخي از دلايل تخريب ديسک هستند که از کهولت 
اي توانايي هاي ديسک بين مهرهسلول. شوندناشي مي

محدودي در ترميم ماتريس داشته و در آغاز و پيشرفت ميزان 
 يک چهارم IVD. ]۸، ۷[کنند تخريب ديسک شرکت مي

شود و از لايه خارجي يطول کل ستون فقرات را شامل م
 NP. ، تشکيل شده است(NP)۴، و هسته داخلي (AF)۳فيبري
 که AFوسيله اي آبدار و ژل مانند در مرکز است و بهماده

اي است، لاستيکي شکل، مستحکم و داراي ساختار لايه
هاي هسته شبيه کندروسيت بوده و ماده سلول. شوداحاطه مي

.  پروتوگليکان است وIIزمينه آن حاوي کلاژن نوع 
دوست هستند و باعث تورم هسته ها آب پروتوگليکان

 تشکيل شده و حاوي I که از کلاژن نوع AF. شوند مي
هاي شبه فيبروبلاستي است، فشار ناشي از اين تورم را سلول

 مشابه بالشتکي از غضروف ليفي IVDساختار . کندتحمل مي
ستون فقرات است و به عنوان سيستم جذب شوک وارده به 

هاي ديسکي از هسته به لايه خارجي نوع سلول. کندعمل مي
 .کننددر جهت شعاع ديسک و با سن تغيير مي

 ۵ ناحيه گذر مرزيAF و NPناحيه ارتباطي بين دو بخش 
(TZ)شود و حاوي هر دو نوع سلول از نواحي  ناميده ميNP 

 در Iترکيب شيميايي کلاژن، از کلاژن نوع .  استAFو 
در . کند در ناحيه گذر تغيير ميII تا کلاژن نوع AFاحيه ن

 و حاوي مقادير زيادي از II، کلاژن بيشتر از نوع NPناحيه 
 .]۱۰ ،۹[پروتوگليکان متصل متراکم و پخش شده است 
 در از بين IVDناپايداري ساختاري و عملکرد نامناسب 

عوامل بيومکانيکي و . رفتن ديسک نقش مهمي دارد
 باشند مؤثرتوانند در تسريع تخريب کي هر دو ميبيولوژي

طور که از بزرگي نيرو و مدت اعمال آن به ستون آن. ]۱۱[
هاي تکراري آيد، عوامل مکانيکي از جمله تنشفقرات برمي

 دارند ۶ريزی شده سلولو ضربه، نقش مهمي در مرگ برنامه
در بسياري از تحقيقات پيشين، واکنش سلولي . ]۱۱-۱۳[

اما اين نوع . بارگذاري استاتيک بررسي شده استتحت 
 ،۱۴[دهد تن را به خوبي نشان نميبارگذاري شرايط درون

مطالعه در حوزه بارگذاري ديناميک با دامنه بالا و . ]۱۵
 ]۱۱، ۴ [هاي کسري و همکاران فرکانس گسترده با پژوهش

 . آغاز شد
اي  بر مبنIVDهاي  سلولهيدرواستاتيكاعمال بارگذاري 

مدل خرگوش و در محدوده وسيعي از نيرو و فرکانس، 
اي و سيستم کشت سه بعدي وسيله سيستم کشت تک لايه به

هاي اي، سلولدهد که در سيستم تک لايههسته، نشان مي
به علاوه در اين سيستم تنش . ديسک تخريب بيشتري دارند

، AFدر ) Hz۲۰و  MPa۳( بالا در فرکانس بالا هيدرواستاتيك
کند، در کننده در سلول را تحريک ميهاي نشانب پرولينجذ

) Hz۱و  MPa۷۵/۰(تر فرکانس و فشار پائينکه مقادير حالي
بعدي هسته،  در سيستم کشت سه. ]۴[تأثير اندکي دارد 

فرکانس و نيروي زياد، سنتز پروتئين را افزايش و تخريب آن 
رسد ر ميبا توجه به اين موارد به نظ. ]۴[دهد را کاهش مي
  پروتئين و اندازه نيرو در محدوده مقاديربين تخريب
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۲۸۷ 

مشخصي از فرکانس و نيرو در سيستم کشت سه بعدي ارتباط 
هاي در آناليز کشت سه بعدي سلول. خطي وجود داشته باشد

نشان دادند که اعمال نيروي ] ۱۱[خوکي، کسري و همکاران 
MPa۱ در فرکانس Hz۵با . دارد) تخريبي (۷ اثر کاتابوليکي

رسد که تخريب ديسک در اثر توجه به اين امر به نظر مي
، تنها به علت )Hz۵(ارتعاشات در فرکانس تشديد کل بدن 

تواند از مقدار زياد دامنه بار در فرکانس تشديد نيست بلکه مي
 پذيرد که اثر نيز Hz۵واکنش بيولوژيکي ديسک در فرکانس 

در . شودها منجر ميسط سلول توپائينبه توليد بافتي با کيفيت 
ادامه تحقيقات قبلي در اين زمينه، هدف پژوهش حاضر که در 

 انجام گرفته، ارائه ۸دانشکده مهندسي پزشکي دانشگاه تنسی
پروتکل جديد بارگذاري بر مبناي يک سيستم کشت جديد 

 . است
کمر درد اغلب ناشي از اختلال در عملکرد يا از بين رفتن 

. گيردت ميئاي بوده و از عوامل مختلفي نشديسک بين مهره
هاي هاي پيشين نشان داده شده است که سلولدر پژوهش

IVD به تغييرات pH فشار اسمزي، عوامل ژنتيکي و ،
بارگذاري حساس هستند و عوامل بيولوژيکي و بيومکانيکي 

در تحقيقات . گذارندهر دو بر سرعت تخريب ديسک اثر مي
خ سلولي تحت بارگذاري مکانيکي بسياري به بررسي پاس

. تن نداردپرداخته شده است که تطابق چنداني با شرايط درون
در اين پژوهش هدف ايجاد محيط بهتر براي بارگذاري 

 فشار بالا و بررسي تأثيرات سازنده و مخرب آن بر اي چرخه
 . استIVDهاي سنتز سلول

 
  روش-۲

با ) مرگ ساعت پس از ۳( خوکي IVDنواحي گذر مرزي از 
 از نمونه ۱۰Eپرونئاز/ ، کلاژناز۹استفاده از تجزيه با هيالورونيداز

مجموعه ناهمگني از فيبروبلاست و (ها سلول. ثابتي جدا شد
اي استاندارد سلولي در شرايط تک لايه) کندروسيت

)CO2۵ محيط کشت ،٪DMEM۱۱ حاوي سرم FBS۱۲ ۱۰ ،٪
رشد داده ) ٪۵/۰ ۱۴٪، ضد قارچPen/Strep۱۳ ۱بيوتيک آنتی
ها پس از کشت اول در ظروف کشت سلول. )۱شكل  (شدند

mm۳۵) ۶۰۰۰۰۰در محيط کشت )  سلول در هر ظرف
)DMEM پيشروز ريخته شده و يک شبانه) ٪ سرم۱۰ حاوي 

از اولين مرحله بارگذاري، در دما و فشار مشخص نگهداری 
 در اي چرخه هيدرواستاتيكهفت مرحله عمليات . شدند

 روز و در هر ۷ و ۳)  است=۴nدر هر مرحله (ر مخزن فشا
پروتکل بارگذاري مطابق .  دقيقه انجام شد۲۰روز به مدت 

 .  انتخاب شده است۱جدول 
 از پايان عمليات بارگذاري، کلاژن سلولي پيشيک روز 

در روز . شدمشخص   uCi/mL۲۰([³H]-proline (وسيله به
حيطي  ساعت در م۱۶سوم وهفتم، سيستم کشت به مدت 

 )ug/ml ۲۵(و اسکوربات   proline-[³H])uCi/mL۲۰(حاوي 
 ساعت قبل از آخرين مرحله بارگذاري در ۳نگهداری شده و 

پس از . شدگذاري حذف روز سوم و هفتم اين محيط نشان
 ساعت در ۳۶ به مدت پايان عمليات، سيستم کشت مجدداً

گر  رشوسيله شما ها بهمحيط و سلول. دش ۱۵محيط تازه انکوبه
 سلول توسط آزمون فلورومتري DNA مايع آناليز و ۱۶ایجرقه

 . گرفتمورد سنجش قرار 
 

 
هاي کشت شده تحت   سيستم تحريک مکانيکي سلول-۱شکل 

 ) ]۴[۳اقتباس شده از (فشار هيدروليکي 
 

  پروتکل بارگذاری-۱جدول 
 ۱ ۱ ۸ ۸ ۱۵ ۱۵ - (Hz)فرکانس 

 ۳ ۵ ۳ ۵ ۳ ۵ - (MPa)فشار 
 اریگذنام

(Hz-MPa)  
 ۱۵-۵ ۱۵-۳ ۸-۵ ۸-۳ ۱-۵ ۱-۳ شاهد
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۲۸۸

 اندازه ويژه برای حذف کروماتوگرافيبا استفاده از روش 
ای  نيز شمارش جرقهد وشتعيين  تر هاي کوچکپروتئين

[³H]-proline و DNA assay برای نرماليزه کردن شمارش 
 و (IC) ۱۷ها و مقدار کلاژن داخل سلولي توسط تعداد سلول

و به عنوان  گرفتانجام  (RC) ۱۸ آزاد شدهکلاژن
CPM/DNA(ug)/1000 نسبت کلاژن آزاد نهايتاً .دش گزارش 

 :دشمحاسبه ) ۱( رابطه وسيله به (RCR) ۱۹شده به کل کلاژن
)۱(  RCR=RC/(IC+RC) 

 مقدار کل پروتئين سنتز شده IC+RCدر اين رابطه مقدار 
 نماينده ضعف سلول در توليد RCRوسيله سلول است و  به

 .پروتئين قابل استفاده براي ساخت بافت ديسک است
ها، به منظور بررسي احتمال وجود اختلاف در آناليز داده

 در سطح (ANOVA) ۲۰هاي مختلف، آناليز واريانسبين گروه
۰۵/۰p<سپس براي ارزيابي اختلاف بين دو گروه، .  انجام شد

 . استفاده شد۲۱اي توکیاز آزمون مقايسه
 
  نتايج-۳

 يها شي آزمايش مقدار کلاژن آزاد شده براي با توجه به افزا
سه با ي بالا در مقايها در فرکانسشاهد روزه و نمونه ۳

 ،)۲شکل ( قرار گرفتند Hz۱ که تحت فرکانس ييها نمونه
 سنتز کلاژن به ميزان فرکانس تحريک شود که يمشخص م

 PCRدر مقدار اهش مشخصي  ديگر، کسوياز . وابسته است
سه با نمونه ي روزه در مقا۷ های يش آزمايها  نمونهيدر تمام

 ). ۳شکل (کنترل وجود دارد 

 
.  روزه۳هاي  در آزمايش(RCR)نسبت کلاژن آزاد شده  -۲ شکل
اختلاف بارزي دارند ) #و (+ هاي مختلف با علائم متفاوت گروه

)۰۵/۰p< .(دهديشتر را نشان مينسبت بالاتر، ميزان تخريب ب . 

 
.  روزه۷هاي  در آزمايش(RCR)نسبت کلاژن آزاد شده  -۳شکل 

نشان دهنده ) *،p<۰۵/۰، ^، ۰۵/۰<p>۰۷/۰(^ و * علائم 
اختلاف بارز در مقايسه با نمونه کنترل هستند که کاهش در شرايط 

 . دهندمتفاوت را نشان مي
 

 
   روزه۷ و ۳هاي  در آزمايشRCRمقايسه نتايج  -۴ شکل

 
 در يکساني روزه رفتار ۷ و ۳ يش بارگذاريهر دو آزما

 MPa۵ – Hz۱ز در ين مقدار ني کلاژن دارند و کمتريرهاساز
 ).۴شکل (شود  يمشاهده م

 
  بحث-۴

 کسري و وسيله به گذاري شدهپايه اين پژوهش بر مبناي روش
ي هيدرواستاتيكبيني اثر فشار ، به منظور پيش]۴[همکاران 

هاي در فرکانس ايهاي ديسک بين مهرهميک بر سلولدينا
به علت استفاده از يک محفظه . مختلف، انجام گرفته است

هيدروليکي و اعمال نيرو از طريق سيال، سختي سيستم بيشتر 
هاي سنتي بر پايه اعمال بار از طريق هوا در مخازن از روش

طيفتوان نيروهاي بالاتر و از اين رو مي. تحت فشار است
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تري از فرکانس را مطابق با شرايط مختلف بارگذاري گسترده
 .دركبررسي ) از خفيف تا شديد(تن ديناميکي درون

دهد که در محدوده خاصي نتايج پژوهش حاضر نشان مي
 رخ IVDهاي ، تخريب سلول)Hz۱-۸بين (از فرکانس 

در مقايسه با   روزه۷هاي  ر آزمايشد ،با وجود اين. دهد مي
مشاهده شد که اثر مثبت تحريک  اثرات سازنده اهدشنمونه 

 ).۳شکل (دهد مکانيکي را نشان مي
 مؤثرند، از IVDهاي عوامل مختلفي در تخريب سلول

جمله گسيختگي سيتوپلاسم يا اسکلت سلولي، افزايش توليد 
MMP ناشي از تغيير شرايط تنش، و متغيرهاي ديگري که 

 . هنوز مشخص نشده است
بعدي ه قبلي با استفاده از سيستم کشت سهدر مطالع

اي از فرکانس و در فشار ثابت،  در محدوده گسترده۲۲آلجيناتي
بررسي و ) ~MPa ۱(تأثير فرکانس تحت فشار فيزيولوژيکي 

در . ]۱۱[ نشان داده شد Hz۵اثر کاتابوليک فرکانس بحراني 
 آزمايش Hz۵اي اين مطالعه، فرکانس سيستم کشت تک لايه

) Hz۸( است و اثرات کاتابوليکي در فرکانس بالاتر نشده
 يزن ، در اين پژوهش]۴[مطابق با کارهاي پيشين . مشاهده شد

 و فرکانس) MPa۵(نقش آنابوليک مقادير بالاتر بارگذاري 

Hz۱ هاي شکل( روزه بررسي شد ۷ و ۳ در هر دو روش    
۲-۴.( 

در اين پژوهش تنها به تغييرات آهنگ سنتز و ميزان 
ساير عوامل مثل تغييرشکل . يب پرداخته شده استتخر

به . سلول، سن، تکثير و بيان ژني هنوز تحت مطالعه است
هاي عنوان رويکردي در درمان و ترميم بافت در بيماري

توان تحريک ناشي از بارگذاري را با  تخريب ديسک مي
     هاي ديگري مثل استفاده از عوامل رشد خارجيروش

حالات مختلف بارگذاري از نظر . درك  ترکيب]۱۷، ۱۶[
توانند به عنوان مقادير بزرگي، فرکانس و مدت اعمال، مي

اي در توليد و بازسازي بافت و جلوگيري بهينه نقش سازنده
اما در مقادير بالاتر از اين . از تخريب ديسک داشته باشند

 .شودحدود بهينه، ديسک دچار تخريب مي
 نيرو و مدت بارگذاري در اين با در نظر گرفتن فرکانس،
شود که در  مشاهده مي]۱۱، ۴[پژوهش، مشابه مطالعات قبلي 

کاربردهاي کوتاه مدت، بارگذاري و فرکانس در تحريک سنتز 
رود که چنين انتظار مي. کلاژن و کاهش ميزان تخريب مفيدند

اي را در مطالعاتي سازوکار ارتعاش وارد به ديسک بين مهره
شود که بيني ميبه علاوه پيش.  مشخص نمايدمقياس سلولي

تواند عاملي در بارگذاري ديناميک به صورت کنترل شده مي
نهايت اين در پيشگيري از مشکلات اين حوزه باشد و 

ها با  سلولهيدرواستاتيكرويکرد جديد در بارگذاري 
فرکانس و نيروهاي مختلف، بررسي اثرات سازنده و مخرب 

 .   سازدمياين عوامل را ميسر 
 

 سپاسگزاري
دانشجوي (از همکاري خانم ياسمن گنجي بدين وسيله 

) کارشناسي ارشد مهندسي بافت دانشگاه صنعتي اميرکبير
 .شود مي تشکر
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